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 Defensiny jsou peptidy s antimikrobiální, antifungální a antivirovou aktivitou. De-
fensiny se pravděpodobně vyskytují u všech druhů obratlovců. Existují tři podrodiny defensi-
nů - α, β a θ-defensiny. α-defensiny existují pouze u savců a θ-defensiny byly popsány pouze 
u makaků a paviánů, ale jejich geny se vyskytují v genomech všech opic starého světa kromě 
podčeledi Homininae. U lidí k produkci θ-defensinů nedochází, kvůli předčasnému stop ko-
donu v jejich kódující sekvenci. Nicméně lidské θ-defensiny byly vyrobeny synteticky in vitro 
a pojmenovány retrocykliny. Retrocykliny si zachovávají nejen antimikrobiální aktivitu, ale 
vykazují i neobvyklou aktivitu antivirovou. Retrocykliny úspěšně chrání buňky před infekcí 
HIV, HSV, chřipky a viru horečky dengue bez detekovatelné cytotoxicity k hostitelským 
buňkám. Retrocyklin RC-101 je blízko klinickým testům jako mikrobicid, který zabraňuje 
heterosexuálnímu přenosu HIV-1. 
 
Klíčová slova: retrocyklin, α-defensin, β-defensin, θ-defensin, HIV, HSV, antivirotika 
 
Abstract 
Defensins are peptides with antimicrobial, antifungal and antiviral activity. Defensins 
are likely to occur in all vertebrate species. There are three subfamilies of defensins - α, β and 
θ-defensins. The α-defensins exists only in mammals and θ-defensins were described only in 
macaques and baboons but their genes occur in genomes of all old world monkeys except 
Homininae subfamily. In humans no θ-defensins are produces due to premature stop codon in 
their coding sequence. However, they were produced synthetically in vitro and named 
retrocyclins. Retrocyclins not only maintain antimicrobial activity - but also exhibit unusual 
antiviral activity. Retrocyclins successfully protect cells from HIV, HSV, influenza and den-
gue fever virus infections with no detectable cytotoxicity to host cells. Retrocyclin RC-101 is 
close to the clinical testing as microbicide to prevent heterosexual transmission of HIV-1.   
 
Keywords: retrocyclin, α-defensin, β-defensin, θ-defensin, HIV, HSV, antivirals 
 
1. Úvod 
Defensiny jsou peptidy o velikosti 4-5 kDa. Svůj název získaly díky tomu, že mají 
velký antimikrobiální, antifungální a antivirový potenciál. Defensiny, nebo jejich ekvivalenty, 
jsou přítomny v rostlinách, u bezobratlých i u obratlovců. U obratlovců se zřejmě jako první 
vyskytly β-defensiny. U savců se z genů pro β-defensiny vyvinuly α-defensiny. Před zhruba 
patnácti lety byl u druhu makak rhesus (Macaca Mulatta) objeven další typ defensinů, tzv. 
θ-defensin. Tento defensin vznikl spojením a zkrácením dvou demidefensinů (mutovaných 
prekurzorů pro α-defensiny) a jejich následnou cirkularizací.  
U člověka byla nalezna mRNA pro θ-defensiny obsahující předčasný stop kodon, kte-
rý znemožňuje jejich tvorbu in vivo. Známá sekvence peptidu umožnila tento malý cyklický 
peptid vytvořit pomocí syntézy na pevné fázi. Tímto způsobem byl stvořen umělý lidský 
θ-defensin, který byl pojmenován retrocyklin. Tento malý peptid má 18 aminokyselin, je cyk-
lický a obsahuje 6 cysteinů, spojených třemi disulfidickými vazbami. Retrocykliny 
(θ-defensiny) úspěšně potlačují růst gram-negativních bakterií, gram-pozitivních bakterií i 
hub stejným způsobem jako α-defensiny, nicméně fungují i v prostředí, které α-defensiny 
inhibuje. Jsou schopné také inhibovat některé toxiny, které jsou produkovány patogeny. Re-
trocykliny úspěšně zabraňují vstupu virových částic do hostitelské buňky při infekci viru 
HIV-1, chřipky typu A nebo viru Herpes simplex. 
Tato práce stručně shrnuje informace o α, β a θ defensinech a zaměřuje se na jejich 
výskyt u různých organismů z hlediska evoluce antimikrobiálních strategií v boji proti pato-
genům. Hlavním úkolem této práce je však shromáždit poznatky o retrocyklinech, evolučně 
umlčených θ-defensinech, které mají výjimečnou antivirovou aktivitu a poukázat na jejich 
možné využití v medicíně.  
 
2.  Výskyt defensinů 
2.1 Výskyt α-defensinů 
Patterson-Delafiel s kol. (1980) zjistili, že v plicních makrofázích králíka jsou nezná-
mé vysoce pozitivně nabité baktericidní proteiny. V roce 1983 byly tyto proteiny identifiko-
vány jako malé peptidy o hmotnosti zhruba 4 kDa a bohaté na arginin a cystein. Podle jejich 
místa objevu a celkového náboje byly pojmenovány Macrophage Cationic Peptide: MCP-1 a 
MCP-2. Oba peptidy se lišily pouze jednou substitucí argininu (Selsted et al., 1983).  
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Již dříve Zeya a Spitznagel (1968) nalezli pozitivně nabité proteiny s baktericidní akti-
vitou v králičích granulocytech. Na základě tohoto objevu se Selsted s kol. (1984) rozhodli 
hledat v granulocytech peptidy podobné MCP. Takové peptidy se jim opravdu podařilo na-
lézt. Byly pojmenovány NP (Neutrophil Peptide), s číslováním udávajícím jejich pohyblivost 
v gelu odvozenou od míry pozitivního náboje, tedy NP-1 s nejvyšší pohyblivostí, NP-2, NP-
3a, NP-3b, NP-4 a NP-5 s nejnižší pohyblivostí. Všechny tyto peptidy mají antimikrobiální 
aktivitu (Selsted et al., 1984). Selsted s kol. (1985a) zjistili, že peptidy MCP-1 a NP-1 jsou 
identické a MCP-2 a NP-2 jsou taktéž identické. 
Další hledání těchto peptidů se přesunulo k lidským buňkám, konkrétně do polymor-
fonukleárních neutrofilních leukocytů (PMN). Zde byly objeveny peptidy patřící do stejné 
rodiny - peptidy HNP (Human Neutrophil Peptide). Stejně jako v předchozím případě byly 
tyto peptidy označeny podle jejich pohyblivosti v gelu jako HNP-1, HNP-2 a HNP-3. Tato 
rodina peptidů byla označena jako defensiny (Ganz et al., 1985). Později po objevu tzv. 
β-defensinů, začaly být tyto původní defensiny označovány jako „klasické defensiny“ a poz-
ději jako α-defensiny. 
Kromě leukocytů byly α-defensiny nalezeny také v epiteliálních Panethových buňkách 
v lidském střevě. Jones a Bevins (1992) našli gen pro HD-5 (Human Defensin) pomocí vyso-
ce konzervované signální sekvence, proti které použili 5´oligonukleotid jako sondu. Předpo-
kládalo se, že α-defensiny jsou typické pouze pro nadřád Euarchontoglira1 (pokusy o naleze-
ní α-defensinů u krávy nebo psa selhaly). Savčí genomový projekt umožnil hledat defensiny 
pomocí sekvenčních studií. Pomocí HMM (Hidden Markov Model) se Lynn a Bradley (2007) 
zaměřili na hledání α-defensinů ve dvou nadřádech placentálů - Xenarthra a Afrotheria. Geny 
pro α-defensiny byly identifikovány u slona, bodlína a pásovce. Zajímavé je, že gen pro 
α-defensin byl nalezen i u vačice. To napovídá tomu, že α-defensiny vznikly ještě před diver-
gencí placentálů a vačnatců (cca před 130 mil. let). U některých savců dosud α-defensiny ne-
byly objeveny. Je jen otázkou, jestli u některých savců α-defensiny nezanikly. To by mohlo 
být způsobeno přítomností jiných antimikrobiálních peptidů, jako například kathelicidinů2. 
Člověk má pouze jeden gen pro kathelicidin a mnoho pro α-defensiny, naproti tomu kráva 
geny pro α-defensiny nemá žádné, ale má 11 genů pro kathelicidiny. Sekvence podobná ge-
                                                 
1 skupina savců, která zahrnuje například primáty nebo hlodavce 
2 Kathelicidiny jsou antimikrobiální peptidy v cytoplazmatických granulích savčích neutrofilů.  V buňce jsou 
ukládány jako prekurzory (Lehrer and Ganz, 2002a).  
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nům pro α-defensiny byla také nelezena v nadřádu Laurasiatheria3, konkrétně u koně (Looft 
et al., 2006). 
 
2.2 Výskyt β-defensinů  
β-defensiny byly objeveny náhodně při hledání klasických (α) defensinů u přežvýkav-
ců. Hledání se zaměřilo na peptidy s antimikrobiálními účinky o nízké molekulární hmotnosti 
obsahující cysteiny v neutrofilech bohatých na granule. Nicméně žádné klasické defensiny 
nalezeny nebyly. Namísto toho byly nalezeny peptidy, které mají podobnou velikost, celkový 
pozitivní náboj a jsou zde přítomny tři intramolekulární disulfidické můstky. Peptidy se ale 
lišily v primární struktuře, proto byly pojmenovány β-defensiny. Těchto peptidů bylo naleze-
no v bovinních neutrofilech celkem 13 a byly označeny BNBD (Bovine Neutrophil Beta De-
fensin) 1-13 (Selsted et al., 1993). Kromě bovinních PMN defensinů, byly β-defensiny izolo-
vány z bovinní tracheální sliznice a pojmenovány TAP (Tracheal Antimicrobial Peptide) 
(Diamond et al., 1991). Hybridizace cDNA TAP s mRNA izolovanou z různých tkání nazna-
čuje, že TAP jsou na rozdíl od jiných defensinů exprimovány nejen v PMN, ale i 
v epiteliálních buňkách (Diamond et al., 1993).  
V kuřecích PMN byly také nalezeny β-defensiny, které byly pojmenovány jako galli-
naciny (Harwig et al., 1994). To napovídá tomu, že β-defensiny, nebo jejich předchůdci, exis-
tovaly ještě před diverzifikací ptáků a savců před více jak 220 miliony let (Lehrer and Ganz, 
2002b). U lidí byly objeveny celkem čtyři β-defensiny označované jako hBD (human Beta 
Defensin) 1-4. Lidský β-defensin 1 byl izolován z lidského hemofiltrátu (Bensch et al., 1995). 
Gen pro tento defensin byl později nalezen pomocí in situ hybridizace v ledvinách (epiteliální 
vrstvě Henleyovy kličky, distálních tubulech a sběrných kanálcích), v ženském genitálním 
traktu a pomocí RT-PCR v dalších epiteliálních tkáních (Valore et al., 1998). Další lidské 
β-defensiny hBD-2 a hBD-3 byly izolovány z pokožky člověka trpícího svrabem. V dalších 
orgánech byly nalezeny mRNA pro hBD-2 a hBD-3 (Harder et al., 1997; Harder et al., 2001). 
Míra exprese mRNA pro hBD-3 je znázorněna v grafu 1. Lidský β-defensin 4 byl objeven 
pomocí analýzy genomické sekvence na chromozomu 8p23. Po nalezení sekvence DNA, tedy 
i aminokyselinové sekvence, byl hBD-4 nasyntetizován k určení antimikrobiální a antifungál-
ní aktivity. Při lokalizačních pokusech byla jeho nejvyšší exprese zjištěna ve varlatech 
(Garcia et al., 2001b). 
                                                 





Graf 1: Míra exprese hBD-3 v jednotlivých tkáních. Nejvyšší transkripční úroveň hBD-3 je v pokožce a 
v mandlích. Sloupce ukazují relativní transkripční úroveň normalizovanou na úroveň exprese β-aktinu. n.d. značí 
nedetekovatelné množství. Převzato a upraveno z (Harder et al., 2001). 
 
2.3 - Defensiny a jim podobné peptidy v organismech 
Nalezení β-defensinů u ptáků a u savců napovídá tomu, že by se další peptidy podobné 
β-defensinům mohly najít i u plazů a dalších obratlovců a dokonce i u bezobratlých organis-
mů.  
Defensinům podobné peptidy (DLP - Defensin Like Peptide) byly objeveny u ptako-
pyska. Zajímavostí je, že byly nalezeny v jeho jedu a mají v něm majoritní zastoupení. I když 
mají DLP velikost 5 kDa sdílí zřetelné strukturní uspořádaní s BNBD-12, navíc mají stejné 
párování cysteinů jako β-defensiny (Torres et al., 2000). U chřestýšů existují 2 jedy - Krota-
min a Myotoxin A, které si jsou podobné. Oba jedy jsou příbuzné β-defensinům a mají i stej-
né párování cysteinů (Fox et al., 1979). Podobnost DLP, myotoxinu A a β-defensinů je uve-
dena na obrázku 1. Pomocí genomické analýzy bylo nalezeno 7 genů homologních 






Obrázek 1: Srovnání sekvence hBD-3, myotoxinu A chřestýše, kuřecího gallinacinu-3, krocaního gallopavinu-1 
a DLP ptakopyska. K dosažení maximální podobnosti byly vloženy mezery do sekvencí. Na vrchu je znázorněná 
konektivita cysteinů, která je ve všech pěti peptidech zachována. Převzato a upraveno z (Zhao et al., 2001). 
 
U hmyzu byly také nalezeny defensiny. Nejprve byly považovány za homologní 
k savčím, nicméně strukturální studie to nepotvrdily. Mají 29-34 aminokyselin s konzervova-
nými cysteiny, ale jejich párování je odlišné od párování cysteinů u α a β defensinů. Jejich 
terciární strukturu (zobrazena na obrázku 2) tvoří trojitě skládané antiparalelní β-listy 
s centrálním α-helixem, stabilizovaným disulfidickými můstky (CSαβ motiv - cysteine-
stabilized αβ motif). Tyto defensiny jsou aktivní proti gram-pozitivním bakteriím. Hmyzí de-
fensiny jsou homologní v hmyzím řádu, ale ne napříč řády. Existují i u nejstarších řádů jako je 
například řád Odonata. Shrnuto v (Otvos, 2000). BD neboli Big Defensin, který byl objeven 
u ostrorepa (Tachypleus tridentatus), je peptid, který má 79 aminokyselin a 3 disulfidické 
můstky (se stejným motivem jako u β-defensinů). Pozoruhodný je fakt, že 37 aminokyselin na 
C konci BD odpovídá potkanímu NP-2 defensinu. BD má jak antibakteriální aktivitu, tak anti-
fungální. Na gram-negativní bakterie je efektivnější C konec BD, zatímco na gram-pozitivní 
je účinnější N konec BD (Saito et al., 1995). U sasanky (Stichodactyla helianthus) se vyskytu-
je neurotoxin I (Sh1), který má strukturu podobnou β-defensinům (Fogh et al., 1990). 
U dalších sasanek jsou homologní peptidy k Sh1. I další bezobratlí mají své peptidy podobné 
defensinům, například slávka středomořská (Mytilus galloprovincialis) (Hubert et al., 1996), 
nebo kreveta (Penaeus vannamei) (Destoumieux et al., 1997).  
Peptidy s podobou strukturou jako defensiny byly objeveny i v rostlinách, kde byly ta-
ké pojmenovány jako defensiny. Rostlinné defensiny jsou zřejmě přítomné v celé říši rostlin, 
kde mají délku 45-54 aminokyselin. Jejich primární struktura zřejmě souvisí s antibakteriální 
aktivitou a podle antibakteriální aktivity byly rostlinné defensiny rozděleny do 4 skupin. 
Všechny skupiny mají 8 konzervovaných cysteinů, které tvoří disulfidické můstky. Zarážející 
je podobnost terciární struktury (zobrazena na obrázku 2) skupiny 3 a 4 s hmyzími defensiny. 
Shrnuto v (Garcia-Olmedo et al., 1998). Dimarcq s kolektivem (1998) připouští, že hmyzí a 
rostlinné defensiny by mohly mít společné předky. Nicméně defensiny s motivem CSαβ neby-
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ly u obratlovců nalezeny. U živočichů se setkáváme spíše s motivem antiparalelního β-listu ve 
vlásence (tato struktura je více popsána v kapitole 3) 
 
 
Obrázek 2: Terciární struktura hmyzích a rostlinných defensinů. Vlevo je zobrazen hmyzí defensin a vpravo 
rostlinný defensin. Převzato a upraveno z (Dimarcq et al., 1998). 
 
2.4 Výskyt θ-defensinů (minidefensinů) 
 Další a zatím poslední typ defensinů byl objeven u makaka rhesus (Macaca mullata). 
Tento defensin je 18 aminokyselin dlouhý a cyklický. Byl pojmenován θ-defensin (řecké pís-
meno theta má vizuální podobu se sekundární strukturou θ-defensinů) a někdy bývá označo-
ván jako minidefensin (Tang et al., 1999). U makaka rhesus existuje šest θ-defensinů označo-
vaných jako RTD (Rhesus Theta Defensin) (Tongaonkar et al., 2011). Geny pro θ-defensiny 
byly objeveny i u dalších primátů. Tyto geny mají pouze opice starého světa, opice nového 
světa je nemají. Fylogeneze genů pro θ-defensiny je zobrazena v dendrogramu na obrázku 3. 
U některých zástupců opic starého světa byly tyto geny umlčeny předčasným stop kodonem 




Obrázek 3: Fylogeneze genů pro θ-defensiny. Na dendrogramu jsou α-defensiny (plné čáry), θ-defensiny (čárko-
vané čáry) a umlčené θ-defensiny (tečkované čáry). Převzato a upraveno z (Nguyen et al., 2003). 
 
3.  Vlastnosti defensinů 
3.1 Vlastnosti α-defensinů 
 Primární struktura α-defensinů obsahuje  32-34 aminokyselin a je bohatá na arginin a 
cystein. Počet argininů v jejich struktuře určuje jejich náboj. Všechny α-defensiny obsahují 6 
cysteinů, které jsou konzervovány. Porovnání lidských a králičích α-defensinů je zobrazeno 
na obrázku 4 (Selsted et al., 1985a; Selsted et al., 1985b). Tyto cysteiny tvoří 3 disulfidické 
můstky, v α-defensinech se vždy párují cysteiny 1-6, 2-4 a 3-5 (Selsted and Harwig, 1989). 
Sekundární strukturu tvoří β-vlásenka s β-listem, ve kterém jsou tři antiparalelní β-vlákna. 
Okolo 18. aminokyseliny se tvoří β-výduť. Přítomnost β-výduti může znamenat, že 




Obrázek 4: Sekvenční porovnání lidských a králičích α-defensinů. Převzato a upraveno z (Selsted et al., 1985b). 
 
 Podrodina α-defensinů má baktericidní aktivitu na gram-pozitivní i gram-negativní 
bakterie, dále má i antifungální aktivitu a antivirovou aktivitu. Každý α-defensin se ve své 
aktivitě na určité patogeny liší a je citlivý na vysoké koncentrace solí a hodnotu pH. Ideální 
hodnota pH je pro ně 7-8 (existují α-defensiny funkční i v nižším pH) (Ganz et al., 1985; 
Selsted et al., 1984).  
HNP-1, HNP-3 a HD-5 jsou atraktantem pro makrofágy a velmi slabě pro dendritické 
buňky. Tyto tři defensiny jsou také atraktantem pro T-lymfocyty (jak naivní, tak paměťové) a 
také pro žírné buňky. Všechny tyto buňky mají společný konzervovaný receptor pro 
α-defensiny a ty by tak mohly hrát roli při imunomodulaci těchto buněk (Grigat et al., 2007). 
Geny pro α-defensiny se označují DEFA (podle HUGO/GDB) a geny pro lidské 
α-defensiny se označují jako HDEFA. Geny pro HNP 1-4 (HDEFA 1-4) se nalézají na chro-
mozomu 8p23 (Palfree et al., 1993; Sparkes et al., 1989) a geny pro HD 5 a 6 (HDEFA 5 a 6) 
se nachází na chromozomu 8p21-pteru, který obsahuje region p23 (Bevins et al., 1996). Be-
vins s kol. (1996) navrhují i evoluční proces pro vznik genů pro HNP. Gen pro antický mye-
loidní α-defensin vznikl z meiotického křížení HDEFA 5 a 6 a následná duplikace dala vznik 
genům HDEFA 1 a 4.  
 
3.2 Vlastnosti β-defensinů 
 Primární struktura β-defensinů je tvořena 38-42 aminokyselinami. Stejně jako 
v α-defensinech, mají β-defensiny 6 cysteinů, které jsou spojené disulfidickými můstky 
(Selsted et al., 1993). β-defensiny mají jiné párování cysteinů. Zatímco α-defensiny tvoří di-
sulfidické můstky mezi cysteiny 1-6, 2-4 a 3-6, β-defensiny tvoří disulfidické můstky mezi 
cysteiny 1-5, 2-4 a 3-6  (Tang and Selsted, 1993). Sekundární strukturu β-defensinů tvoří 
8 
 
β-vlásenka s antiparalelním β-listem ve kterém jsou 3 β-vlákna. Je možné, že se tvoří i čtvrté 
β-vlákno na N-konci defensinu. I β-defensiny mají ve své struktuře β-výduť. Přítomnost 
β-výduti naznačuje, že stejně jako α-defensiny mohou β-defensiny tvořit dimery. Terciární 
struktura α a β defensinů je velmi podobná. I když se primární struktura liší, terciární struktu-
ra napovídá tomu, že obě podrodiny jsou evolučně příbuzné, protože terciární struktura diver-
guje pomaleji než struktura primární. (Matthews et al., 1981) Porovnání terciárních struktur α 
a β defensinů je na obrázku 5 (Zimmermann et al., 1995). 
 
Obrázek 5: Řešení 3D struktury BNBD-12 (vpravo) a NP-2 (vlevo). Převzato (Zimmermann et al., 1995) 
  
Podrodina β-defensinů je aktivní proti gram-negativním bakteriím, gram-pozitivním 
bakteriím i houbám. Lidské β-defensiny 1 a 2 jsou aktivní pouze proti kvasinkám a gram-
negativním bakteriím. Na rozdíl od HNP jsou funkční i v nízkém pH (pH 5,5), ale jsou stejně 
citlivé na koncentraci solí (Harder et al., 1997; Valore et al., 1998). Lidský β-defensin 3 je 
aktivní i proti gram-pozitivním bakteriím, doplňuje tak hBD 1 a 2, které proti nim aktivní 
nejsou. Proti gram-pozitivním bakteriím má hBD-3 stejný účinek jako penicilin - tedy poško-
zuje buněčnou stěnu. 
 Stejně jako α-defensiny, také β-defensiny fungují jako atraktanty. Konkrétně hBD 3 a 
4 fungují jako atraktanty pro krevní monocyty. Mohou tak doplňovat α-defensiny v této funk-
ci (Garcia et al., 2001a; Garcia et al., 2001b). 
 Geny pro lidské β-defensiny leží ve stejném regionu jako geny pro α-defensiny. Gen 
pro hBD-1 leží 100-150 kb od shluku genů pro α-defensiny, tedy na chromozomu 8p23. To 
by mohlo souviset s jejich evoluční příbuzností (Liu et al., 1997). 
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3.3 Vlastnosti θ-defensinů 
 Primární strukturu θ-defensinů tvoří 18 aminokyselin. Obsahují 6 cysteinů, které 
v sekundární struktuře tvoří disulfidické můstky. Tyto defensiny jsou cyklické a vznikají spo-
jením dvou molekul tzv. demidefensinů. Demidefensiny vznikají ze 76 aminokyselin dlou-
hých prekurzorů, které mají tři části - signální sekvenci (tu tvoří 20 aminokyselin), aminoky-
selinový prosegment (tvořen 44 aminokyselinami) a samotný demidefensin (12 aminokyse-
lin). Při vzniku cyklického θ-defensinu dochází k odštěpení tří aminokyselin z C konců demi-
defensinů a jejich následné ligaci ve směru „head-to-tail“. Znázornění aminokyselinových 
prekurzorů a struktury minidefensinu je uvedeno na obrázku 6 (Tang et al., 1999). Vznikne 
tak jeden θ-defensin dlouhý 18 aminokyselin. Celkem byla u makaka potvrzena existence tří 
různých demidefensinů. Minidefensiny mohou být tvořeny buďto stejným párem demide-
fensinů nebo dvěma rozdílnými demidefensiny, proto Leonova s kol. (2001) navrhuje vzorec 
pro výpočet celkového počtu minidefensinů v organismu - n genů tvoří (n/2)× (n+1) peptidů. 
Podle tohoto vzorce může existovat až šest RTD. Existenci všech šesti RTD potvrdil 
(Tongaonkar et al., 2011). 
θ-defensiny jsou účinné proti gram-pozitivním bakteriím, gram-negativním bakteriím 
a houbám a ukazují se jako mnohem účinnější než α-defensiny (Tongaonkar et al., 2011). 
θ-defensiny působí velice podobně jako α-defensiny, ale jsou rezistentní k vysokým koncent-
racím solí (150 mM). Tato rezistence zřejmě souvisí s velmi neobvyklou cyklickou struktu-
rou. Pokud byla ve vysokých koncentracích solí testována uměle vytvořená acyklická forma 





Obrázek 6: Sekvence prekurzorů θ-defensinů a znázornění struktury θ-defensinů. (A) Znázorňuje sekvenci pre-
kurzorů RTD porovnanou s lidským pseudogenem pro θ-defensiny a HNP-4. Tečky znázorňují identické amino-
kyseliny s RTD1a prekurzory, ^ označuje pozici stop kodonu. Sekvence RTD1a a RTD1b jsou dva různé demi-
defensiny. (B) Znázorňuje pozici exonů v genomu pro demidefensinový prekurzor. (C) Znázorňuje místa sestři-








 4.1 Objevení, struktura a syntéza retrocyklinů 
 V lidském těle jsou přítomny dvě podrodiny defensinů a to α-defensiny a β-defensiny. 
I když lidská DNA obsahuje geny pro θ-defensiny, žádné θ-defensiny nemáme. Lidské geny 
pro minidefensiny jsou z 88,9% identické jako u makaka rhesus, ale fakticky se však jedná o 
pseudogeny, neboť obsahují předčasný stop kodon. Člověk má nejméně šest DEFT pseudoge-
nů, které jsou aktivně exprimovány, nicméně translace je předčasně ukončena. Mutace, která 
přerušuje tvorbu θ-defensinů se vyskytla po divergenci Homininae a Ponginae (orangutani) 
(Nguyen et al., 2003). Známá sekvence DNA umožnila synteticky vytvořit lidský θ-defensin, 
který byl nazván retrocyklin (retro - zpět v čase, cyklin - cyklická struktura) (Cole et al., 
2002). Postupně byla vytvořená celá řada různě modifikovaných retrocyklinů (zobrazeny v 
tabulce 1), které se sekvenčně liší od tří základních typů - retrocyklinu-1, retrocyklinu-2 a 
retrocyklinu-3. 
Číslo Jméno Komentáře hmotnostp1
Sekvence 
1 3 5 6 8 10 11 13 15 16 18 
RC-100 Retrocyclin-1 celkový náboj+4 1918.43 GICRC ICGRG ICRCI CGR 
RC-101 K9-retrocyclin-1  R → K 1890.42 GICRC ICGKG ICRCI CGR 
RC-102 Y6-retrocyclin-1  I → Y 1968.45 GICRC YCGRG ICRCI CGR 
RC-103 Y15-retrocyclin-1  I → Y 1968.45 GICRC ICGRG ICRCY CGR 
RC-104 Y2-retrocyclin-1  I → Y 1968.45 GYCRC ICGRG ICRCI CGR 
RC-105 Y11-retrocyclin-1  I → Y 1968.45 GICRC ICGRG YCRCI CGR 
RC-106 Y4-retrocyclin-1  R → Y 1882.39 GICYC ICGRG ICRCI CGR 
RC-107 Y9-retrocyclin-1  R → Y 1882.39 GICIC ICGYG ICRCI CGR  
RC-108 Y13-retrocyclin-1  R → Y 1882.39 GICIC ICGRG ICYCI CGR  
RC-109 Y18-retrocyclin-1  R → Y 1882.39 GICIC ICGRG ICRCI CGY 
RC-111 Retro-retrocyclin-1  Všechny L 18 → 1 1918.43 RGCIC RCIGR GCICR CIG 
RC-112 Enantio-retrocyclin-1 Všechny D 1 → 18 1918.43 GICRC ICGRG ICRCI CGR 
RC-113 Enantio-RC-101  Všechny D 1 → 18 1890.42 GICRC ICGKG ICRCI CGR 
RC-114 K9, Y15-retrocyclin-1  R → K, I → Y 1940.43 GICRC ICGKG ICRCY CGR 
RC-115 Y10-retrocyclin-1  G → Y 2024.56 GICRC ICGRY ICRCI CGR 
RC-116 Y2-retrocyclin-1  I → Y 1968.45 RYICR CICGR GICRC ICG 
RC-117 Y8-retrocyclin-1  G → Y 2024.56 GICRC ICYRG ICRCI CGR 
RC-118 Y17-retrocyclin-1  G → Y 2024.56 GICRC ICGRG ICRCI CYR 
Tabulka 1: Formy retrocyklinu-1. V komentářích jsou zobrazeny záměny aminokyselin. Sekvence je zobrazena 
od N konce k C konci. Všechny Enantio formy obsahují pouze D-aminokyseliny a Retro formy mají obrácené 
pořadí aminokyselin. 1 Průměrná hmotnost v Daltonech. Převzato a upraveno z (Wang et al., 2003) 
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Retrocyklin-1 (označován také jako RC-100, nebo RC-1) byl vytvořen pomocí syntézy 
peptidu na pevné fázi. Postsyntetické úpravy vyžadují oxidaci a cyklizaci. Syntetické retrocy-
kliny vypadají jako θ-defensiny s nefunkčním nebo vynechaným předčasným stop kodonem. 
Pro vytvoření hypotetického modelu retrocyklinu byla použita struktura protegrinu PG-14, 
která byla následně zacyklována (Cole et al., 2002).  
 Struktura retrocyklinu-2 byla již určena na základě NMR (nukleární magnetická rezo-
nance). Ukázalo se, že na rozdíl od θ-defensinů je struktura retrocyklinu-2 velmi rigidní. To 
může být způsobeno tím, že struktura retrocyklinu-2 byla určená v micelech, které napodobo-
valy membránu, zatímco struktura θ-defensinů byla určena ve vodném roztoku, kde retrocy-
kliny tvoří trimery. Tvorba trimerů může souviset s jejich antivirovou aktivitou. Vlastní struk-
tura retrocyklinu-2 je tvořena dvěma β-vlákny, které tvoří vlásenku. Cysteiny jsou uspořádány 
do „žebříkovité“ struktury uvnitř β-vlásenky Struktura a formy trimerů jsou uvedeny na ob-
rázku 7 (Daly et al., 2007).  
 
Obrázek 7: Sekundární struktura a formy trimerů RC-2. Vlevo je zobrazena struktura RC-2. Šipkami jsou zná-
zorněny β-vlákna na cyklické struktuře. Vpravo jsou 3 různé formy trimeru retrocyklinu-2. Z toho C se jeví jako 
nejpravděpodobnější. Převzato a upraveno z (Daly et al., 2007) 
 
                                                 
4 Protegrin-1 je prasečí kathelicidin, který má podobnou strukturu jako θ-defensiny a má i podobnou aktivitu 
(Lehrer and Ganz, 2002a) 
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Retrocyklin je cyklický peptid, který nemá žádné postraní řetězce. Je tedy těžké ho ra-
dioaktivně nebo fluorescenčně označit. Z tohoto důvodu byl vytvořen modifikovaný RC-101, 
kde arginin nahrazuje lysin na pozici 9. Lysin zachovává celkový pozitivní náboj retrocyklinu 
a umožňuje přes NH2 skupinu navázat fluorescenční značku (Cole et al., 2002). 
  
4.2 Antivirové účinky  
Retrocykliny jsou intenzivně zkoumány hlavně díky tomu, že mají neobvyklý antivi-
rový potenciál. Ten byl zkoumán při infekci HIV-1 (lidský virus imunitní nedostatečnosti), 
HSV (virus Herpes Simplex), virem chřipky A i virem horečky dengue. 
 
4.2.1 HIV 
Při vstupu HIV do buňky hraje roli obalový glykoprotein gp120, který se váže na re-
ceptor CD4 (Cluster of Differentiation 4). To způsobí konformační změnu v gp120, která ve-
de k rozeznání receptorů CR (komplementový receptor), CXCR4 (chemokinový receptor typ 
4) nebo CCR5 (chemokinový receptor typ 5). To umožní stabilnější navázání viru na buňku a 
obalový glykoprotein gp41 tak může proniknout k buněčné membráně, kde vytvoří fúzní pór 
(Blumenthal et al., 2012). 
Při studiu v buněčných kulturách retrocykliny v koncentraci 10-20 μg/ml poskytly 
kompletní ochranu CD4+  periferním krevním mononukleárním buňkám (PBMC - Peripheral 
Blood Mononuclear Cells) před virem HIV-1 (M-tropické i T-tropické kmeny5). RTD 1-3 
také chrání buňky před HIV-1, ale ne v takové míře jako retrocykliny. Pokusy ukázaly, že  
retrocykliny neinhibují přímo virus, ale zřejmě působní během časné fáze infekce (navázání 
viru, pronikání viru do buňky) a blokují tvorbu celé provirové DNA (Cole et al., 2002).  
Retrocykliny se sice váží na virový gp120 a buněčný CD4 receptor, ale vazba na tyto 
glykoproteiny nezabraňuje vstupu viru do buňky. To bylo ukázáno v pokusu s buňkami, které 
měly na povrchu CD4 a CXCR4 nebo pouze CXCR4. Retrocyklin zabránil fúzi membrán 
v obou případech. Na retrocyklin-1 se váže gp41 ve stejném rozsahu jako gp120. Retrocy-
klin-1 se váže na domény v gp41, které tvoří 6HB (6-helix bundle domain) a zabraňuje tím 
tak fúzi membrán HIV a buňky (Gallo et al., 2006). 
                                                 
5 U HIV se vyskytují tropismy M a T. M tropické kmeny napadají makrofágy a T tropické kmeny napadají hlav-
ně pomocné T lymfocyty 
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 Přesný mechanismus účinku retrocyklinů není zcela jasný, ale pomocí povrchové 
plasmonové resonance SPR (surface plasmon resonance) bylo zjištěno, že retrocykliny jsou 
lektiny, což jsou proteiny (peptidy), které s vysokou afinitou váží cukry. Ukázalo se, že retro-
cykliny se s vysokou afinitou váží na cukernou složku receptoru CD4 T lymfocytů, galakto-
sylceremid (primární receptor pro HIV-1 u T lymfocytů bez CD4) a na gp120. Pokud byly 
experimentálně zrušeny O nebo N glykosidické vazby na gp120, vazba retrocyklinů byla 
slabší. Když byly zrušeny obě glykosidické vazby, téměř žádné retrocykliny se na gp120 ne-
navázaly (Wang et al., 2004). 
 Ke studiu korelace mezi vazebnými a protekčními schopnostmi bylo použito několik 
verzí retrocyklinu, kde vždy jedna aminokyselina (mimo cysteinů) byla nahrazena tyrosinem 
(zobrazeno v tabulce 1). Tato studie potvrdila korelaci mezi těmito funkcemi (Wang et al., 
2003). Stejně jako retrocykliny jsou α-defensiny také lektiny. Ty blokují virus v době po 
vstupu do buňky a s retrocykliny (θ-defensiny) by teoreticky mohly tvořit synergickou ochra-
nu proti HIV-1. Podrodiny defensinů α i θ (retrocykliny) jsou značně ovlivněny přítomností 
séra v médiu a jejich aktivita proti HIV-1 velmi klesá, protože se váží na mnoho látek v séru. 
Jelikož defensiny potřebují okupovat minimálně 90% všech gp120 na povrchu viru a CD4 
receptorů na povrchu buňky je nepravděpodobné, že budou úspěšně fungovat in vivo, pokud 
by nebyly přítomny v dostatečně vysoké koncentraci nebo pokud by nebyly využity lokálně. 
(Wang et al., 2004). 
  Stejně jako většina eukaryotických proteinů se i retrocyklin-1 skládá výhradně z L-
aminokyselin. Je známo, že peptidy složené výhradně z D-aminokyselin, jsou rezistentnější 
k proteolytické degradaci. Shrnuto v (Van Regenmortel and Muller, 1998). D-
aminokyselinový analog retrocyklinu-1 je RC-112, jehož aktivita proti HIV-1 byla také otes-
tována. I když RC-112 má nižší afinitu k gp120 a CD4, jeho aktivita je značně vyšší (Owen et 
al., 2004a). 
Byl navrhnut evoluční pokus pro prozkoumání možnosti, zdali si virus (HIV-1) může 
vytvořit rezistenci k retrocyklinům. Buňky byly kultivovány v přítomnosti viru HIV-1 a RC-
101 sto dní. Koncentrace RC-101 2 μg/ml použitá v pokusu není dostatečná k úplné inhibici 
HIV-1, tato koncentrace se postupně zvyšovala až na 10-20 μl/ml. Po 25 dnech se objevily 
dvě aminokyselinové substituce ve virových glykoproteinech. Jedna na gp1606, kde došlo 
k záměně negativně nabité kyseliny glutamové za pozitivně nabitý lysin a druhá na gp41 
v místě, které zprostředkuje fúzi membrán (záměna glutaminu za arginin). Zajímavé je, že se 
                                                 
6 gp160 je prekurzorem obalových proteinů HIV gp120 a gp41 
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nevyskytla mutace ve třech často mutujících variabilních smyčkách gp120. Třetí mutace se 
objevila 75 den na HR2 doméně gp41 a opět proběhla substituce za pozitivně nabitou amino-
kyselinu (asparagin za lysin). Třetí mutace způsobila, že RC-101 snížila virovou replikaci 
pouze o 30%. V reakci na tyto výsledky byla vytvořena mutanta HIV-1 uměle a otestována 
v přítomnosti RC-101. Také byla rezistentní. Velmi zajímavý je fakt, že tato mutanta nebyla 
schopná infikovat buňky bez přítomnosti RC-101 (Cole et al., 2006). Při pokračování této 
studie (až do dne 140) se neobjevila žádná další mutace. Zjistilo se in silico, které aminokyse-
liny (celkem šest) v gp41 se vážou na RC-101. Byla vytvořena mutanta, kde bylo všech šest 
aminokyselin vyměněno za pozitivně nabité aminokyseliny a pozorovala se interakce 
s RC-101 in silico. Tato mutanta byla zcela rezistentní, ale in vitro nebyla vůbec infekční. 
Vznik rezistence vůči RC-101 je tedy u HIV-1 spojen se ztrátou schopnosti infikovat buňky. 
RC-101 má tedy jedinečný potenciál jako antivirotikum proti HIV-1, protože ke všem dosud 
známým antivirotikům si HIV-1 časem může vytvořit úplnou rezistenci (Fuhrman et al., 
2007). Navíc, RC-101 dokáže inhibovat i mutanty, které si již vytvořily rezistenci k ji-
ným klinicky používaným profylaktikům (Wood et al., 2013). HIV-2 je rezistentní 
k retrocyklinům, což mohlo být způsobeno tím, že HIV-2 se vyvinulo z SIV (opičí virus imu-
nitní nedostatečnosti). Přirozený hostitel pro SIV jsou opice starého světa, které mají funkční 
θ-defensiny. HIV-1 se vyvinulo z SIVcpz (SIV šimpanzů), ale šimpanzí nemají funkční 
θ-defensin. HIV-2 se tedy mohl vyvinout za selekčních podmínek θ-defensinů a vytvořit si tak 
rezistenci, zatímco HIV-1 tento selekční tlak neprodělalo (Cole et al., 2006). 
 RC-101 byl testován v modelu cerkovaginální tkáně7. V tomto modelu se ukázalo, že 
RC-101 není cytotoxický a pokud je aplikován na apikální stranu buněk, neproniká do lamina 
propria. Přítomnost vaginální tekutiny nijak neovlivnila schopnost inhibovat HIV-1. Tato 
vlastnost dělá z RC-101 kandidáta lokálního mikrobicidu pro prevenci heterosexuálního pře-
nosu HIV-1 (Cole et al., 2007). Později se RC-101 testoval in vivo u šesti samic makaků (Ma-
caca nemestrina). Byl použit rychle se rozpouštějící film8, na který byl nanesen RC-101 spolu 
s pomocnými látkami. Pomocné látky nijak neovlivnily funkci retrocyklinů. Tyto filmy byly 
zavedeny do děložního hrdla (1film/den po dobu 4 dnů). Zavedení filmů mělo minimální do-
pad na vaginální prostředí a filmy se rozpustily do 24 hodin po zavedení. Z děložního hrdla 
byly odebrány buňky, které se testovaly na přítomnost retrocyklinů. Retrocykliny byly pří-
                                                 
7 Model byl složen z vaginální a ektocervikální epiteliální vrstvy s Langerhansovými buňkami (dendritické buň-
ky). Tato vrstva byla podvrstvena PM1 buňkami (linie T-lymfocytů používaných pro studium HIV). Model do-
plnila lamina propria, která obsahovala fibroblasty. Povrch byl v kontaktu se vzduchem i médiem.   
8 Polymerický rychle se rozpouštějící vaginální film s polyvinylalkoholem a methylcelulósou 
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tomné i v odběrech z osmého dne. Aktivní retrocykliny byly nalezeny v biopsii děložního 
hrdla. Tkáň z biopsie se podrobila ex vivo testům na antivirovou aktivitu proti HIV-1. Biopsie, 
které byly in vivo ošetřeny RC-101 následně ex vivo produkovaly mnohem méně viru jak bi-
opsie kontrolní (Cole et al., 2010). 
 Ukázalo se, že stabilní RC-101 může být přítomen i po 72 hodinách ve zdravé lidské 
vaginální tekutině. Biochemická analýza stability RC-101 ukázala, že je stabilní při 25°C a 
37°C po dobu 13 dní, k degradaci je náchylný až okolo 65°C. Po dobu 10 dní je také stabilní 
v pH 3-7, ale při pH 12 rychle degraduje. V přítomnosti 3% peroxidu vodíku také rychle de-
graduje, ale v koncentracích 0,002% a 0,08% peroxidu vodíku (více biologicky relevantní 
koncentrace) je degradace mnohem pomalejší. Jako jediný účinný antioxidant se ukázala pou-
ze EDTA (kyselina diamintetraoctová) (Sassi et al., 2011a). Při 40°C a relativní vlhkosti 75% 
byla ztráta RC-101 po 30 dnech 40%. I přes velkou ztrátu, je RC-101 stabilnější než většina 
proteinů a peptidů. Tato ztráta se dá zmenšit přidáním EDTA, která je ale cytotoxická při 
dlouhodobém vystavení cerkovaginální tkáni. Pro IC909 (Inhibitory Concentration) je pro tkáň 
ex vivo potřeba osmnáctkrát vyšší koncentrace než pro buňky in vitro (Sassi et al., 2011b). 
V orgánové kultuře cervikální tkáně se zjistilo, že vaginální ani semenné tekutiny nijak neo-
vlivňují antivirovou aktivitu RC-101 proti HIV-1. RC-101 nezpůsobuje v této tkáni žádnou 
zánětlivou cytokinovou odpověď a úspěšně inhibuje přenos HIV-1 v cervikální sliznici 
(Gupta et al., 2012).  
  
4.2.2 HSV 
Pro vstup HSV do buňky je důležité přichycení na buněčný povrch. Virus se navazuje 
na buněčný heparan sulfát pomocí glykoproteinů C (gC) a B (gB). Pro fúzi membrán je kri-
ticky důležitý gB. Infektivita HSV bez gB je tak kompletně inhibována (Reske et al., 2007) 
 Retrocyklin-1 a retrocyklin-2 (také RTD-3) dokáží inhibovat také infekci HSV-1 a 
HSV-2, z toho nejvíce buňky chrání retrocyklin-2, který byl porovnán s HNP 1-3. Pokud byl 
retrocyklin-2 přidán k buněčné kultuře v čase navázání viru, byl schopen inhibovat infekci 
z 99%, zatímco HNP 1-3 nejvíce inhibovaly infekci, pokud byly přidány během vstupu virio-
nů do buňky po jejich navázání. Retrocykliny se váží na obalové glykoproteiny HSV gB2. 
V afinitě retrocyklinů k gB2 hrají roli glykosidické vazby. Při odstranění O-glykosidických 
vazeb z gB2, se afinita retrocyklinů snížila a při odstranění N-glykosidických vazeb, se afinita 
                                                 
9 IC90 Potřebná koncentrace pro inhibici 90% viru 
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snížila velmi výrazně. Mechanismus účinku retrocyklinů při infekci HSV a HIV je pozoru-
hodně podobný, tkví v inhibici vstupu viru do buněk. (Yasin et al., 2004). To potvrzují i po-
kusy na myších, kdy HSV byl aplikován na poškozenou rohovku. Zjistilo se, že retrocyklin-2 
inhibuje infekci, pouze pokud byl HSV preinkubován s retrocyklinem, nebo pokud byl retro-
cyklin aplikován na rohovku před infekcí. Pokud byl retrocyklin přidán po začátku infekce, 
neměl žádný účinek (Brandt et al., 2007). 
  
4.2.3 Virus chřipky 
 Retrocyklin-2 (RC2) inhibuje vstup virionů do buněk i v případě viru chřipky A. Kon-
krétně se zjistilo, že u viru chřipky A (H3N2) se jedná o blokování fúze membrán překřížením 
membránových glykoproteinů a jejich znehybněním při vstupu viru do buňky (Leikina et al., 
2005b). Kromě toho retrocykliny (stejně jako HNP 1 a 2) indukují agregaci viru chřipky A. 
Fungují také jako opsoniny a zvyšují tak vychytávání viru chřipky A makrofágy a neutrofily. 
Na rozdíl od HNP 1-3 se retrocykliny neváží na SP-D (surfactant protein D)10 (Doss et al., 
2009). Účinek retrocyklinu-2 byl prokázán i u viru ptačí chřipky H5N1. Pokud byl 
do lidských buněk a kuřecích embryí transfekován expresní plasmid pro RC-2 došlo ke sníže-
ní produkce viru o více než 90% (Liang et al., 2010). 
  
4.2.4 Virus horečky dengue 
 Pro úspěšnou infekci viru horečky dengue je zapotřebí proteinový komplex 
NS2B-NS3pro11. Tento komplex je tedy dobrým místem, kam zacílit možná antivirotika 
(Tomlinson et al., 2009). Proti tomuto místu se testoval retrocyklin-1. Virus horečky dengue 
se může množit při teplotách 28°C (teplota komára), 37°C (teplota člověka) a 40°C (teplota 
člověka s horečkou dengue). Za těchto teplot byl testován RC-1. Nejvyšší IC5012 RC-1 byla 
zjištěna u teploty 28°C. Inhibice NS2B-NS3pro vedla ke snížení počtu virových částic 
v kultuře v závislosti na koncentraci RC-1 a teplotě. Ve všech testovaných teplotách dokázal 
inhibovat NS2B-NS3 serinovou proteázu úplně (Rothan et al., 2012).  
                                                 
10 Povrchově aktivní protein na plicních buňkách, který je potřebný pro metabolismus, strukturální organizaci a 
stabilitu buněčného povrchu. Snižuje také povrchové napětí. Váží se na membrány patogenů a ničí jejich mem-
brány. Spouští také zánětlivou reakci (Chroneos et al., 2010) 
11 NS2B a NS3 jsou nestrukturální proteiny flavivirů. 180 aminokyselin z N konce NS3 funguje jako serinová 
proteáza v komplexu NS2B-NS3 (zkratkou se označuje jako NS2B-NS3pro). Tento komplex je důležitý pro 
virovou replikaci (Geiss et al., 2009) 
12 IC50 je koncentrace, která je potřebná k inhibici 50% biologických nebo chemických látek 
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  4.3 Antibakteriální aktivita 
 Retrocykliny nejsou účinné pouze proti virům, ale mají také baktericidní aktivitu. Re-
trocykliny nepůsobí proti tak širokému spektru bakterií jako α nebo β defensiny, ale jejich 
aktivita zejména proti některým druhům bakterií je významná. 
  
4.3.1 Bacillus Anthracis 
 U retrocyklinů a θ-defensinů byly pozorovány významné baktericidní účinky na Bacil-
lus anthracis. Retrocykliny inhibují LF (lethal factor - enzymová komponenta toxinu, který 
produkuje B. anthracis) antraxu nekompetitivním způsobem, tuto schopnost mají také HNP, 
ale retrocykliny jsou mnohem účinnější. Fungují také proti spórám B. anthracis.  In vitro10 
μM koncentrace dokázala zabít 98% spór a 80% vegetativních buněk13 ve 100% lidském séru 
i přesto, že se retrocykliny váží na mnoho glykoproteinů v séru. V myším séru pak 100 μM 
koncentrace RC-1 zabila více než 99% bakterií. Při in vivo testu na myších se ukázalo, že re-
trocykliny úspěšně inhibují spóry B. anthracis. Myši byly ošetřeny intraperitoneálně, podkož-
ně a intranazálně. Když se retrocykliny dostanou do oběhu po intraperitoneálním podání, jsou 
nasměrovány na spóry B. anthracis, pokud jsou podány v terapeuticky efektivních koncentra-
cích. Některé myši ošetřené intranazálně zemřely, zřejmě proto, že byly vysoce předávková-
ny. Intranazální ošetření neumožňuje přesné dávkování. Myši, kterým byl RC-1 podán intra-
peritoneálně, utrpěly šok z podání, který po pár hodinách zmizel. Retrocykliny neposkytly 
ochranu před spórami B. anthracis v NMRI myších, které mají nefunkční imunitní systém. To 
znamená, že ochrana retrocykliny  před spórami B. anthracis je závislá na makrofázích  
(Welkos et al., 2011). 
  
4.3.2 Staphylococcus aureus 
Retrocykliny zabraňují úplné adhezi Staphylococcus aureus na nazální epitel a formaci 
kolonií. To bylo vyzkoušeno ex vivo na nazálním epitelu. Byl vytvořen také model epitelu 
dýchacích cest. V tomto modelu RC-101 také zabraňuje formování kolonií S. aureus, kde 
RC-101 nebyl cytotoxický. V nazálním epitelu ani v modelu epitelu dýchacích cest RC-101 
neindukuje zánětlivou odpověď (Lamers et al., 2011). 
 
                                                 
13 Podmínkami kultivace B. Anthracis lze získat pouze spóry nebo vegetativní buňky. 
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4.3.3 Gardnerella vaginalis  
Gardnerella vaginalis je bakterie, která při bakteriální vaginóze (BV) přerůstá přiro-
zenou vaginální mikroflóru a na povrchu sliznice tvoří biofilm (Eschenbach, 1993). G. vagi-
nalis produkuje vaginolysin (VLY), který lyzuje epiteliální buňky a erytrocyty (Gelber et al., 
2008). RC-101 má z neznámého důvodu sníženou aktivitu ve vaginální tekutině s BV proti 
HIV-1 (Sassi et al., 2011a). RC-101 inhibuje VLY a zabraňuje lyzi buněk. Zabraňuje také 
tvorbě biofilmu, ale nemá žádný účinek na samotnou G. vaginalis (Hooven et al., 2012). 
RC-101 je velmi dobře tolerován lidskými vaginálními tkáněmi a je pozoruhodné, že je tole-
rován i přirozenou vaginální mikroflórou, zatímco dokáže inhibovat některé patogeny, které 
způsobují BV (Eade et al., 2013). 
 
4.4 Cytotoxicita 
U retrocyklinů byla testována i cytotoxicita. V tabulce 2 je znázorněna cytotoxicita re-
trocyklinů v buněčných kulturách. Cytotoxicita byla sledována i u tkáňových a orgánových 
kultur, ale jinou metodou než u buněčných kultur. Není tedy možné kultury porovnat. Retro-
cykliny v kultuře cerkovaginální a nazální tkáně ani v orgánové kultuře děložního čípku neby-
ly cytotoxické, nezpůsobovaly možné metabolické změny ani indukci zánětlivé odpovědi 

















Retrocyklin Linie Organismus Cytotoxická 
koncentrace 
Studie 
RC-1 H9 CD4+ T 
lymfocyty    
Člověk (lymfocyty) >200 μg/ml  
(Cole et al., 2002) 
RC-1 ME-180 Člověk (cervikální 
buňky) 





>100 μg/ml (Owen et al., 2004b) 





>100 μg/ml (Owen et al., 2004b) 
RC-2 ME-180 Člověk (cervikální 
buňky) 
500 μg/ml (Yasin et al., 2004) 
RC-2 MDCK Pes (ledviny) >200 μg/ml (Leikina et al., 2005a) 
RC-2 HAb2 Myš (mezotel) >200 μg/ml (Leikina et al., 2005a) 
RC-2 Vero Opice (ledviny) >100 μg/ml (Brandt et al., 2007) 
RC-3 ME-180 Člověk (cervikální 
buňky) 
200 μg/ml (Yasin et al., 2004) 
Tabulka 2: Cytotoxicita v různých buněčných kulturách. Cytotoxická koncentrace uvadí koncentraci, za ktreré 
retrocykliny vykazují zvýšenou toxicitu pro buňky. Retrocykliny zcela dokáží inhibovat vstup viru do buňky při 










4.5 Produkce „přirozených“ retrocyklinů 
4.5.1 Lidské buňky 
Produkce retrocyklinů v lidech by poskytla přirozenou možnost bojovat proti různým 
virům a zejména HIV. Venkataraman s kol. (2009) hledali možnosti, jak spustit produkci re-
trocyklinů v lidském těle. Transfekcí konstruktů obsahujících funkční retrocykliny do buněk, 
zjistili, že člověk si stále zachovává aparát pro produkci retrocyklinů. Pomocí aminoglykosidů 
zprostředkovali pročtení přes předčasný stop kodon. Aminoglykosidy (například gentamycin 
nebo tobramycin) jsou antibiotika, která se používají pro léčbu bakteriálních onemocnění. 
Aminoglykosidy se v prokaryotických buňkách váží na malou podjednotku ribozomu do A 
místa, kde znemožňují tvorbu peptidu z mRNA. Malá ribozomální podjednotka je v evoluci 
velmi konzervovaná a aminoglykosidy se váží i na eukaryotickou malou podjednotku ribo-
zomu. Jelikož eukaryotické a prokaryotické podjednotky nejsou zcela stejné, fungují amino-
glykosidy v eukaryotických buňkách jinak. Zde zprostředkují pročtení stop kodonu. Ve studi-
ích se uvádějí tyto důvody: identita stop kodonu (UAA, UAG, UGA) a okolní sekvence (Lee 
and Dougherty, 2012). Potřebná koncentrace tobramycinu k pročtení stop kodonu není cyto-
toxická k použitým buňkám. Buňky ošetřené tobramycinem a gentamycinem potlačily infekci 
HIV-1. Pro další studium byl použit model cerkovaginální tkáně, který při ošetření tobramy-
cinem produkoval retrocykliny. Tobramycin ani retrocyklin neovlivnily metabolismus buněk. 
 
4.5.2 Rostliny 
Finančně nenáročná by byla produkce retrocyklinů v rostlinách. Studie se zabývala 
produkcí retrocyklinů v listech tabáku. Sekvence pro RC-101 se naklonovala do transformač-
ního vektoru a sfúzovala s GPF, ta se potom vložila do listů tabáku. Listy tabáku produkovaly 
RC-101, ale v malém množství (5 μg RC-101/ g čerstvého listu). RC-101 byl v listech tabáku 
funkční, potlačil virus tabákové mozaiky a bakterii Erwinia carotovora (Lee et al., 2011). 
 
4.5.3 Bakterie 
Při studii interakce proteinového komplexu viru horečky dengue vytvořili autoři re-
kombinantní bakterie (E.coli), které produkovaly RC-1. RC-1 byl úspěšně produkován, ale 
měl špatně spárované cysteiny. To se napravilo pomocí β-merkaptoethanolu a znovu složením 
v alkalickém prostředí (Rothan et al., 2012). 
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4.6 Uměle vytvořené analogy retrocyklinů 
Syntéza retrocyklinů je velmi složitá a probíhá s malým výtěžkem. To vede ke snahám 
vytvořit molekuly, jejichž účinky a terciární struktura bude podobná, ale syntéza jednodušší. 
Takto byly navrženy i dva typy retrocyklinům podobných molekul: Diproviriny (DpVs) a 
hapiviriny (HpVs), jejichž postsyntetická úprava vyžaduje pouze oxidaci a nikoli cirkulariza-
ci. Organizace struktury u diprovirinů a hapivirinů je zobrazena na obrázku 8. U obou mole-
kul bylo vytvořeno veliké množství variant. Při testování jejich antivirové aktivity se ukázalo, 
že jsou aktivní proti HIV-1, HSV-2 a mechanismus aktivity je velice podobný retrocyklinům. 
Diproviriny vykazují malou cytotoxicitu. Diproviriny i Hapiviriny si zachovaly podobnou 
terciární strukturu s retrocykliny, která je zobrazena na obrázku 9 (Ruchala et al., 2011). 
 
Obrázek 8: Grafické znázornění struktury retrocy-
klinu, hapivirinu, diprovirinu a diprovirinu druhé 
generace. Převzato z (Ruchala et al., 2011). 
Obrázek 9: Terciární struktura diprovirinu. Převzato 






Defensiny, a jim podobné peptidy, jsou přítomny v různých formách ve všech dosud 
zkoumaných organismech (od mořské sasanky, přes rostliny až po člověka). Organismy vyu-
žívají defensiny různým způsobem. Sasanky je využívají jako neurotoxin, chřestýši je použí-
vají jako paralyzující látku. U rostlin, ptáků a savců mají defensiny antimikrobiální funkci a u 
ptakopyska jsou obsaženy v jedu, jehož funkce není dosud zcela známá. Je tedy možné, že 
tyto peptidy jsou přítomné ve všech mnohobuněčných organismech. Velmi zajímavé by bylo, 
kdyby se potvrdila evoluční příbuznost defensinů u rostlin a hmyzu. Jejich vznik by pak prav-
děpodobně spadal až před divergenci živočichů a rostlin. Je ale možné, že defensiny a jim 
podobné peptidy vznikly v evoluci několikrát konvergentně. To by znamenalo, že jejich anti-
mikrobiální potenciál je natolik významný, aby se k této formě peptidů dospělo u různých 
organismů nezávisle. 
Jednoduchá struktura defensinů by tedy mohla být vodítkem pro návrh a vývoj nových 
zcela syntetických antimikrobiálních peptidů. Díky „molekulární archeologii“ byly uměle 
připraveny i retrocykliny, evolučně umlčené lidské θ-defensiny. Kromě antibakteriálních 
účinků mají retrocykliny velký antivirový potenciál, který nezůstal nepovšimnutý. Zatím byly 
testovány pouze na malém zlomku patogenů, a ukázaly se být účinné proti viru chřipky, HIV, 
HSV i viru horečky dengue. Každý z těchto virů vstupuje do hostitelské buňky pomocí jiných 
proteinových struktur, a přesto retrocykliny dokážou tomuto vstupu zamezit. To by mohlo 
znamenat, že mohou být účinné proti mnoha druhům virů, které dosud nebyly testovány. Lid-
ské patogeny nejsou zvyklé na přítomnost takto účinných a v podstatě přirozených látek 
v lidském těle. 
Je nepravděpodobné, že by retrocykliny mohly být používány jako systémová antivi-
rotika, neboť jejich účinnost se v přítomnosti séra dramaticky snižuje. Mají však obrovský 
profylaktický potenciál jako lokální mikrobicidy. Retrocykliny na všech testovaných buněč-
ných kulturách nevykázaly žádnou cytotoxicitu, nespustily zánětlivou odpověď, ani nijak ne-
modifikovaly metabolismus. Vše tedy nasvědčuje tomu, že se retrocykliny brzy dočkají kli-
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